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薬剤耐性腸管出血性大腸菌の侵淫実態と多剤耐性腸管出血性大腸菌0103

の性状について

今野貴之 八柳潤 齊藤志保子

秋田県においては 1996年以降，毎年 30件前後の腸管出血性大腸菌感染事例が報告されている。

しかしながら，分離株の薬剤耐性に係る知見はほとんど得られていない。本研究では，これま

で秋田県で分離された腸管出血性大腸菌株のうち特に分離頻度の高い血清型 0157, 026及び

0103の計 184株に対して，代表的な 12種類の抗生物質について， KBデイスク法にて薬剤耐性

を調査した。その結果， 0157では 21.1%, 026では 35%, 0103では 30％が何らかの薬剤に耐性

を示すことが明らかとなった。また，供試菌株のうち， 2004年に分離された腸管出血性大腸廂

0103(EC8960)は，基質拡張型pーラクタマーゼを産生する多剤耐性菌であることが確認された。

1 はじめに

腸管出血性 大 腸 菌 (Enterohemorrhagic

E.coli:EHEC) による感染症は， 1990年の埼玉県

の幼稚園での集団感染事例， 1996年の大阪府

堺市での学校給食を原因とした大規模な集団感

染事例を契機にその健康被害の重要性が認識さ

れて以来，全国各地で集団，散発感染事例が数

多く報告され，その発生は現在まで続いている。

EHECは，ベロ毒素 (Verotoxin:VT) を産生する

大腸菌であり，汚染された食物などを経口摂取

することによって感染する。数百個の少ない菌

数でも感染が成立することから，ヒトからヒト

への二次感染も問題となる。その症状は，無症

候性から軽度の下痢，激しい腹痛，頻回の水様

便，さらに，著しい血便とともに重篤な合併症

を起こし死に至る場合もある。多くの場合， 3

~ 5日の潜伏期をおいて，激しい腹痛をともな

う頻回の水様便の後に，血便となり，有症者の 6

~ 7％において，下痢などの初発症状発現の数

日から 2 週間以内に，溶血性尿毒症症候群，

または脳症などの重症な合併症が発症する二

細菌感染症においては抗生物質による治療が基

本であり， EHEC感染症においても旧厚生省が

抗生物質による治療指針を提示している 2)。し

かし，最近では薬剤耐性 EHECの出現が報告さ

れ始め凡その治療指針において EHEC感染症

の治療に推奨され，実際の治療にも汎用されて

いるホスホマイシンに耐性を示す EHECの報告

も国内で散見されるようになってきた 4, 5)。し

かしながら，その全体像に関しては不明であり，

秋田県においても 1996年以降，毎年 30件前後

の感染事例が報告されているが，分離株の薬剤

耐性に係る知見はほとんど得られていない。薬

剤耐性菌を原因とする感染症の治療は困難を伴

う場合が多く，その健康被害は多大で社会問題

ともなっている。このようなことから，薬剤耐

性 EHECの出現は公衆衛生上重視すべき深刻な

問題であり，その侵淫実態及びその耐性化機構

の解明が必要である。このようなことから，本

研究ではこれまで秋田県で分離された腸管出血

性大腸菌株のうち，特に分離頻度の高い血清型

0157, 026及び 0103の計 184．株に対して薬剤

耐性の有無を調査した。また，供試菌株のうち，

2004年に分離された EHECO 103 (EC8960) は，

ァンピシリン，セファロチン，セフォチアム，

セフォタキシム，セフエピム，カナマイシン，

ストレプトマイシンに耐性を示す，多剤耐性

EHECであることが確認されたことから，その

耐性化機構と耐性の伝達性について調査したの

で報告する。

2 方法

2. 1供試菌株

1996年から 2004年までに秋田県において分離

された EHEC菌株のうち，特に分離頻度の高い

0157 (114株）， 026(60株）， 0103(10株）を

対象とした。

2.2薬剤感受性試験

ァンピシリン セファロチン，セフォチアム，
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セフタジジム，セフォタキシム，セフェピム，

カナマイシン，ストレプトマイシン，テトラサ

イクリン，ノルフロキサシン，ホスホマイシン

及びクロラムフェニコールの 12種類のセンシ・

デイスク (Becton-Dickinson) を用いて，

Kirby-Bauer法により行った。

2.3最小生育阻止濃度 (minimuminhibitory 
concentration:MIC)測定

アンピシリン，セフタジジム，クラブラン酸

加セフタジジム，セフォタキシム，クラブラン

酸加セフォタキシム，カナマイシンに対する MIC

をE-test（アスカ純薬）を用いて測定した。

2.4薬剤耐性遺伝子の特定

pーラクタマーゼ遺伝子 TEM6), SHV 7)' 

CTX-M 8) に特異的なプライマーを用いて， PCR

法にて薬剤耐性遺伝子を検出した。 PCR法は 94

℃ 5分， 94℃ 30秒-55℃ 30秒-72℃ 30秒を 25

サイクル， 72℃ 2分の反応条件で行った。増幅

断片はpGEMR-TVetor System I (Promega) を用

いて TAクローニングし， BigDye (version 3.1) 

Terminator Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems) にて反応後， 310 DNA sequencer 
(Applied Biosystems) を用いて DNA配列を決定

した。また，薬剤耐性の伝播に関係するインテ

グロン(inti)及び ISEcplトランスポゼース(tn

pA) をそれぞれの遺伝子に特異的なプライマー

を用いて， PCR法にて検出したq)。

2.5プラスミドプロファイル

EC8960の持つプラスミドは Kado&Liu変法に

よって精製した I0)。その後， 0.7％アガロースゲ

ルで電気泳動し，エチジウムプロマイドで染色

した。

次に，サザン・プロット法により Pーラクタ

マーゼ遺伝子の位置を特定した。プローブには，

Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection 

System (Amersham Biosciences) にてラベルした

CTX-Mの PCR増幅断片を用いた。

2.6プラスミドの接合伝達

プラスミドの接合伝達は液体培養法により行

った I0)。レシピエントとして E.coli CSH-2（ナ

リジク酸耐性）， ドナーとして EC8960を LB培

地にて 37℃で一夜培養後， 9:1の割合で混合し

37℃で 1時間培養した。その後，ナリジク酸セ

フォタキシム加 LB寒天培地に塗沫し，薬剤耐

性の伝達性を確認した。

3 結果と考察

3. 1秋田県における薬剤耐性EHECの侵淫実態

0157では 114株中 24株， 026では 60株中 21

株， 0103では 10株中 3株が何らかの薬剤に耐

性を示し，その割合はそれぞれ 21.1%, 35.0%, 

30.0％であった（表 1)。また， 0157ではテトラ

サイクリンの単剤耐性が最も多く， 026ではア

ンピシリンとストレプトマイシンの 2剤耐性が

多かった。 026ではアンピシリン，カナマイシ

ン，ストレプトマイシン，テトラサイクリンの 4

剤耐性が 2株， 0103ではアンピシリン，カナマ

イシン，ストレプトマイシン，テトラサイクリ

ンの 4剤耐性とアンピシリン，カナマイシン，

ストレプトマイシン，テトラサイクリンに加え

てセフェム系抗生物質のセファロチン，セフォ

チアム，セフォタキシム，セフェピムに耐性を

示す多剤耐性菌が検出された。

これまで EHECの主要な薬剤耐性パターンは

アンピシリン，ストレプトマイシン，テトラサ

イクリン，クロラムフェニコールのいずれか単

剤，もしくはこれらの組み合わせたものが多い

とされていた 11)。山本ら I2)は， EHEC198株に

ついて 41種類の薬剤耐性を調査し，アンピシリ

ン，カナマイシン，ストレプトマイシン，テト

ラサイクリン，ナリジク酸，クロラムフェニコ

ール，サルファメトキサゾール，ホスホマイシ

ンで耐性菌の存在を確認したが，治療に推奨さ

れているニューキノロン系や第三代セフエムを

含むセフェム系に関しては供試菌株すべてが高

度感受性であったと報告している。

本報で，秋田県の薬剤耐性 EHECの侵淫実態

を明らかにしたことで，効果的な化学療法の指

標を得ることができた。また，セフエム系抗生

物質に耐性を示す多剤耐性菌の存在を明らかに

したことにより， EHECにおける多剤耐性化へ

の対策の必要性が示唆された。
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表 1．腸管出血性大腸菌の薬剤耐性パターン であることが確認された（図 l)。

ABPC:ampicillin, TC:tetracycline, SM:s t rep— また，耐性化に関わる因子として M 

tomycin, KM:kanamycin, CET:cefalotin, CTM: 

cefotiam, CTX:cefotaxime, CFPM:cefepime 

血漕墨 ●●戴
圃性●戴

・釦t,ーンぽ）
（％） 

0157 114 24(211) TC• 12 (50.0) 
ABPO,TC, , (42) 

SM『,TO 8 (333) 

ABPC',SM『 3 (12.5) 
026 60 21(35.0) ABPO,TO 2 (9.5) 

SM『,TC『 1 (4.8) 
ABPC',SM『 14 (68,7) 

KM『,SM9 1 (4 8) 

ABPC『.SM9•TC『 1 (4 8) 

趙PC『．心『•SMt,TC『 2 (9,5) 

0103 10 3(30) SM『.TC’ 1 (333) 
ABPC9,KM『,SM『,TC『 1 (333) 
紐PC',C印，CTM•,CTX『,CFPM•,t<I“馘•TO 1 (33.3) 

3.2多剤耐性EHEC0103(EC8960)の性状

EC8960は， 2004年 8月2日に下痢症患者より

分離され，病原因子として eaeA と VT-) を持つ

ことを PCR法に て確認した。

MICの測定結果は，アンヒシリン に 256 μg/ml 

以上，セフォタキシムに 96 μg/ml, カナ マイシ

ンに 256μg/ml以上であり，セフォタキシムに対

す る耐性は Pーラク タマーゼの阻害剤であ るク

ラプラン酸の添加によって抑制された。このこ

とから，ク

ラス A - p 
ー ラクタ マ

ーゼ の産生 I
が予想され

たため，ク

ラス A - p 
ー ラクタ マ

ー ゼ遺伝子

に属する

TEM, 

CTX-M, SHV 

の検出を試

みた 。 その

結果 ，耐性

遺伝 子とし

て blaTEM-1 と

blacTx-Mぃを

positive control EC-8960 

TEM SHV CTX-M M TEM SHV CTX-M 

持ち， CTX-M 図1.Bーラクタマーゼ遺伝子

-14型 ESBLを の検出

産生する EHEC M: lOObp marker 

クラス 1—インテグロンは持たない

が， 一部の CTX-M型 ESBL遺伝子

の伝播に関与するとされている

ISEcplトラン スポゼース(tnpA)i 3 I 

を保持していた（図 2)。

耐性遺伝子の位置を特定す

るため，プラスミドを精製し，

0.7％アガロースゲルで電気泳

動後，ラベルした CTX-Mの

PCR増幅断片にてサザン・

ブロット法を行った。しか 図2.tnpAの検出

しながら，プラスミドの位置 M: lOObp marker 

には耐性遺伝子は検出されず，

染色体上に検出された（図 3)。 プラスミドの接

合伝達においても，レシピエントに耐性は伝達

しなかった。

最近にな っ Kb 1 2 3 S 

て， Ishiiら 4) と

Konら5)がそれ

ぞれ血清型 026

において ESBL

産生菌の存在を

報告 した。 ESBL 95 

の型は，それぞ 60 

れ CTX-M-18型

と CTX-M-3型

であり，いずれ

も R プラスミ

ド上に存在し， 7.4 

他の菌に接合伝 ~:; 
達することが確 4.0 

認されている。

しかしながら、

3.1 

2.8 

本研究で確認さ 2.2 

れた多剤耐性

EHEC (EC8960) 

のように血清型 図3.プラスミドプロファイ

が 0103で ESBL ルとb／釦x-II-14の検出

遺伝子を 染色体 1 and 2: £.coli W677 and 

上に持ち， トラン

スポ ゾンによっ

て耐性化した と

考え られる EHEC

E. coh V517 for size m-

arker, 3:EC-8960, S:CTX 

-M Southern blot to la-

ne3 
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は，本研究によりはじめて確認された。

今後，本研究の成果を考慮した治療薬の選択

と多剤耐性菌蔓延防止のために薬剤耐性菌の監

視を継続していくことが必要である。

4 まとめ

• 0157で 24株(21.1%), 026で 21株(35.0%),

0103で 3株（30.0%), 合計 48株が何らかの抗生

物質に耐性を示し，秋田県における薬剤耐性

EHECの侵淫実態が解明された。

・染色体上に b/acTX-M-14 ESBL遺伝子と耐性遺伝

子の伝達に関与する lSEcpl トランスポゼース

を持った多剤耐性 EHECが確認された。

•秋田県における EHEC の薬剤耐性の実態を考

慮した治療薬の選択と多剤耐性菌蔓延防止のた

めに薬剤耐性廂の監視を継続していくことの必

要性が示唆された。
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